This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Welt rganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 




ill 



(43) Internationales Veroffentlichungsdatum (10) Internationale VerSflentlichungsnummer 

25. Mai 2001 (25.05.2001) PCT WO 01/36668 Al 

(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12Q 1/68, (71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
C07H 21/00 von US): ATTO-TEC GMBH [DE/DE]; Scbanzenweg 

50, D-57076 Siegen (DE). 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE99/03635 

(72) Erfinder; und 

. , (75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): SAUER, Markus 

(22) Internationales Anmeldedatum: [DE/DE]; Hedwig-Jochmus-Strasse 12, D-69124 Heidel- 

16. November 1999 (16.1L1999) ^ ^ WOLFRUM> Jargen pE/DE]; Siidring 2j 

D-37124 Rosdorf-Obernjesa (DE). 

(25) Einreichungssprache: Deutsch 

(74) Anwalt: KOLLNER, Malte; Schwamhaler Strasse 178, 

(26) Verdflentlichungssprache: Deutsch D-80339 Miinchen (DE). 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 
(54) Title: COLOUR LABELLED OLIGONUCLEOTIDE FOR LABELLING A NUCLEIC ACID MOLECULE 

(54) Bezeichnung: FARBSTOFFMARKIERTES OLIGONUKLEOITD ZUM MARKIEREN EENES NUKLEINSAUREMOLE- 
= K0LS 

(57) Abstract: The invention relates to an oligonucleotide 
(10) which serves as nucleic acid probe and consists of 
a loop section (18) that is provided with a loop sequence 
being complementary to a target sequence of the nucleic 
acid molecule. Said oligonucleotide also consists of 
stem sections (14, 16) that are arranged on both ends 
of the loop section and can hybridise with each other 
for closing the oligonucleotide (10) in such a way that 
said oligonucleotide forms a loop. Only one of the stem 
sections (14) is labelled with a fluorescence colour (12). 
The remaining stem section (16) contains guanosine (6). 
Guanosine quenches the fluorescence of the colour ( 12) by 
means of a photo-induced transfer of electrons provided 
that colour (12) and guanosine (6) are present in sufficient 
spatial proximity. This is the case when stem sections (14, 
16) hybridise with each other and close the oligonucleotide 
(10) to form a loop. When the loop section (18) hybridises 
with the target sequence section of the nucleic acid 
molecule, however, the oligonucleotide (10) that is folded 
to form a loop opens and the distance between colour (12) 
and guanosine (6) increases. Quenching of fluorescence 
is thus prevented. The oligonucleotide can be detected 
by the fluorescence thereof. The strength of fluorescence 
is s specific measure for the presence of nucleic acid 
molecules having the target sequence. 

00 

\q (57) Zusammenfassung: Das Oligonukleoud (10) dient als Nukleinsauresonde. Es besteht aus einem Schieifenabschnitt (18), der 
V© eine zu einer Zielsequenz des NuMemsauremolekiils komplementare Schleifensequenz aufweist, sowie aus an beiden En den des 
Schleifenabschnitts angeordneten Stielabschnitten (14, 16), die miteinander hybridisieren konnen, urn das Ohgonukleotid (10) zu 
^ einer Schleife zu schliessen. Nur einer der Stielabschnitte (14) ist mit einem Fmoreszenz-Farbstoff (12) markiert. Der andere Stiel- 
O abschnitt (16) enthalt Guanosin (6). Guanosin loscht die Fluoreszenz des FarbstorTs (12) durch photoinduzierten Hektronentransfer, 
sofern Farbstoff (12) und Guanosin (6) sich in hinreichender raumlicher Nahe befinden. Dies ist gegeben, wenn die Stielabschnitte 
(14, 16) miteinander hybridisieren 
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und das Oligonukleotid (10) zu einer Schleife schliessen. Hybridisiert dagegen der Schleifenabschnitt (18) mit dem Zielsequenz-Ab- 
schnitt des Nukleinsauremolekiils, so offnet sich das zur Schleife gefaltete Oligonukleotid (10) und der Abstand zwiscben Farbstoff 
(12) und Guanosin (6) vergrossert sich. Eine Fluoreszenzloschung wird dadurch verhindert Das Oligonukleotid kann dann durch 
seine Fluoreszenz nachgewiesen werden. Die Starke der Fluoreszenz ist ein spezifisches Mass fur das Vorhandensein von Nuklein- 
sauremolekulen mit der Zielsequenz. 
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Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid zurn Markieren 
eines Nukleinsauremolekiils 

Die Erfindung bezieht sich auf ein farbstoffmarkiertes 
5 Oligonukleotid zurn Markieren eines einen Zielsequenz-Ab- 
schnitt aufweisenden Nukleinsauremolekiils, wobei das farb- 
stof fmarkierte Oligonukleotid folgende Komponenten aufweist : 
einen Schleif enabschnitt, der eine zur Zielsequenz im we- 
sentlichen komplementare Schleif ensequenz aufweist; einen an 

10 einem Ende des Schleif enabschnitts angeordneten ersten 

Stielabschnitt mit mindestens drei Nukleosiden; einen am an- 
deren Ende des Schleif enabschnitts angeordneten zweiten 
Stielabschnitt mit mindestens drei Nukleosiden, wobei die 
beiden Stielabschnitte intramolekular hybridisieren konnen; 

15 und einen Fluorophor, der an einer Position des ersten 
Stielabschnitts gebunden ist. 

Die Erfindung bezieht sich ferner auf die Verwendung 
des f arbstof fmarkierten Oligonukleotids zurn Markieren eines 
einen Zielsequenz-Abschnitt aufweisenden Nukleinsauremole- 

20 ktils in einer Losung und auf zwei Verfahren zurn Nachweisen 
eines einen Zielsequenz-Abschnitt aufweisenden Nukleinsaure- 
molekiils in einer Losung. 

Die eingangs genannten f arbstof fmarkierten Oligonukleo — 
tide werden haufig " Nukleinsauresonden" genannt. Sie spielen 

25 eine zentrale Rolle bei der schnellen und empf indlichen De— 
tektion spezif ischer, bekannter NukleinsauremolekUle (DNA 
oder RNA) in biologischen Proben in der Molekularbiologie 
und Biotechnologie. Zu speziellen Anwendungen gehoren unter 
anderem die medizinische Frtiherkennung einer bakteriellen 

30 oder viralen Infektion, die Forensik, der Einsatz in der 
DNA/RNA-Amplif izierung durch PCR oder durch andere Techni- 
ken, in der Frilhdiagnose eines genetischen Fehlers sowie bei 
der Diskriminierung zwischen ahnlichen Organismen und Alle— 
len. 
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Es sind verschiedene Verfahren zur Erkennung und Men- 
genbestimmung von Nukleinsauren bekannt. Das weit verbrei- 
tete Southern-Blotting-Verfahren zeichnet sich durch zeit- 
raubende Arbeitsschritte und eine schlechte Empf indlichkeit 
5 aus. 

Ein neueres, elegantes Verfahren zum Nachweisen eines 
spezifischen Nukleinsauremolekuls verwendet die sogenannten 
"Molecular Beacons" (Tyagi et al. 1996, Nature Biotechnology 
14/303-308; Kostrikis et al. 1998, Science 279, 1228-1229). 

10 Molecular Beacons sind f arbstof fmarkierte Oligonukleotide, 
die die eingangs genannte Stiel-Schleif en-Struktur haben. An 
den beiden freien Enden der Stielabschnitte (dem 3'- und dem 
5'-Ende) ist jeweils ein Fluorophor gekoppelt. Der eine Flu- 
orophor dient als Fluoreszenz-Farbstof f und der andere als 

15 Quencher-Farbstof f, der die Fluoreszenz des Fluoreszenz- 

Farbstoffs bei hinreichender raumlicher Nahe durch Foerster- 
Energietransf er ldscht. 

Die Sequenzen der Stielabschnitte an beiden Enden der 
Molecular Beacons sind derart gewahlt, daft dann, wenn sich 

20 der Molecular Beacon faltet, die Stielabschnitte ausschlieft- 
lich aneinander, nicht aber mit anderen Abschnitten des Oli- 
gonukleotids hybridisieren. Im Zustand der hybridisierten 
Stielabschnitte ist der Abstand zwischen dem Fluoreszenz- 
Farbstoff und dem Quencher-Farbstof f hinreichend klein, so 

25 daft der Fluoreszenz-Farbstof f auch bei geeigneter Anregung 
mit Licht nicht f luoresziert . 

Der Schleifenabschnitt weist eine Sequenz auf, die zur 
Sequenz des Zielsequenz-Abschnitts komplementar ist.Befin- 
den sich die Molecular Beacons und die Zielsequenz aufwei- 

30 sende DNA/RNA-Molekule gemeinsam in einer Losung, so konnen 
die Schleif enabschnitte und die Zielsequenz-Abschnitte hy- 
bridisieren. Die Sequenzen und Langen der Stiel- und Schlei- 
f enabschnitte sind derart gewahlt, daft sich der Molecular 
Beacon unter Losung der Hybridisierung der beiden Stiel- 

35 abschnitte entfaltet. infolge der Entfaltung wird der raum- 
liche Abstand zwischen dem Fluoreszenz-Farbstof f und dem 
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Quencher-Farbstof f stark vergroftert. Der Fluoreszenz-Farb- 
stoff kann dann zur Fluoreszenz angeregt werden. 

Beobachtet man kontinuierlich die Fluoreszenz-Intensi- 
tat des Fluoreszenz-Farbstof f s, so kann ein Anstieg festge- 
5 stellt werden, wenn die Molecular Beacons die Zielsequenz- 
Abschnitte der NukleinsauremolekUle auf spiiren und an diesen 
hybridisieren. Auf diese Weise konnen die Nukleinsauremole- 
kUle quantitativ nachgewiesen werden. 

Der Nachteil dieser Art von Molecular Beacons liegt in 

10 ihrer relativ aufwendigen Synthese, da das Oligonukleotid 
sowohl am 5 f - als auch am 3'-Ende spezifisch mit dem Fluo- 
reszenz- bzw. dem Quencher-Farbstof f markiert werden muft. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, den Nachweis 
eines Nukleinsauremolekuls mit Hilfe eines f arbstof fmarkier- 

15 ten Oligonukleotids zu verbessern. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaft durch ein farbstoff- 
markiertes Oligonukleotid mit den Merkmalen des Anspruchs 1, 
durch die Verwendung des f arbstof fmarkierten Oligonukleotids 
gemaft Anspruch 10 sowie durch ein Verfahren mit den Merk- 

20 malen des Anspruchs 11 bzw. 12 gelost. 

Die Erfindung geht von der Erkenntnis aus, dafl die 
Fluoreszenz verschiedener Fluorophore durch Nukleoside uber 
einen photoinduzierten Elektronentransf er geloscht werden 
kann (Sauer et al. 1995, J. Fluoresc. 5, 247 - 261; Seidel 

25 et al. 1996, J. Phys . Chem. 100, 5541 - 5553). Die Effizienz 
der Fluoreszenzloschung durch photoinduzierten Elektronen- 
transfer hangt stark vom Abstand zwischen dem Fluorophor und 
dem Nukleosid ab, d.h. nur bei einem geringen Abstand zwi- 
schen Fluorophor und dem geeigneten Nukleosid (in einem Ein- 

30 zel- oder Doppelstrang) tritt eine spurbare Fluoreszenz- 
loschung auf. Es wurde f estgestellt , das beispielsweise ein 
Guanosin, das mehr als 4 Basen von der Kopplungsstelle des 
Fluorophors entfernt ist, keinen merklichen Einflufi auf die 
Fluoreszenzf ahigkeit des Fluorophors hat, sofern der Fluoro- 

35 phor nur uber einen sehr kurzen Spacer an das zugehorige Nu- 
kleosid gebunden ist. Dies gilt sowohl fur ein Guanosin im 
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Strang des Fluorophors als auch fur solche im gegenuberlie- 
genden Strang. 

Bei dem erf indungsgemafien f arbstof fmarkierten Oligonu- 
kleotid weist der zweite Stielabschnitt mindestens ein Quen- 
5 cher-Nukleosid auf, welches die Fluoreszenz des Fluorophors 
bei hinreichender raumlicher Nahe zwischen Fluorophor und 
Quencher-Nukleosid durch photoinduzierten Elektronentransf er 
loscht. Die Sequenz des ersten Stielabschnitts und die Posi- 
tion des Fluorophors sind derart gewahlt, daft im hybridi- 
10 sierten Zustand der beiden Stielabschnitte eine fur eine 

Fluoreszenzloschung hinreichende raumliche Nahe zwischen dem 
Fluorophor und dem Quencher-Nukleosid vorliegt, und dafl bei 
Hybridisierung des Schleif enabschnitts mit dem Zielsequenz- 
Abschnitt und Auflosung der Hybridisierung der Stielab- 
15 schnitte keine Fluoreszenzloschung des Fluorophors auftritt. 
Ein solches f arbstof fmarkiertes Oligonukleotid (bzw. 
eine solche Nukleinsauresonde) hat eine Reihe von Vorteilen. 
Es wird nur ein einziger Fluorophor benotigt. Dadurch ver- 
einfacht sich die Synthese. Da der Mechanismus der Fluores- 
20 zenzloschung durch photoinduzierten Elektronentransf er genau 
verstanden ist, kann auch eine gezielte Optimierung der 
Fluoreszenzloschung vorgenommen werden. 

Fur eine ef f iziente Loschung mQssen Nukleosid und Fluo- 
rophor aufeinander abgestimmt sein. Von den naturlich vor- 
25 kommenden Nukleosiden hat Guanosin die starkste loschende 
Wirkung auf Rhodamin-Farbstof f e . Die Loschef f izienz kann 
dadurch erhoht v/erden, dad 7-Deaza-Guanosin als Quencher-Nu- 
kleosid verwendet wird. In beiden Fallen bietet.es sich an, 
dafi alle weiteren Nukleoside des zweiten Stielabschnitts 
30 Guanosine sind. Entsprechend konnen als Nukleoside des er- 
sten Stielabschnitts Cytidine gewahlt werden. 

Die Sequenz des ersten Stielabschnitts kann derart ge- 
wahlt werden, dafi der erste Stielabschnitt nicht mit einem 
an den Zielsequenz-Abschnitt angrenzenden Abschnitt des Nu- 
35 kleinsauremolekuls hybridisieren kann. Andernfalls konnte 
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der Fluorophor des ersten Stielabschnitts in die Nahe eines 
als Quencher wirkenden Guanosins geraten. 

Als weiteres Quencher-Nukleosid kann 7-Deaza-Adenosin 
verwendet werden. Durch Einsatz von 7-Deaza-Adenosin als 
5 Quencher wird der Loscheffekt auf den Fluorophor im Ver- 
gleich zum unmodif izierten Guanosin drastisch gesteigert. 
Wenn 7-Deaza-Adenosin als Quencher-Nukleosid eingesetzt 
wird, wird das Fluorophor vorteilhaf terweise an Thymidin (im 
Falle von DNA-Molekulen) oder an Uridin (im Falle von RNA- 

10 Molekulen) gekoppelt. Diese Nukleoside gehen bei einer Hy- 
bridisierung der beiden Stielabschnitte eine Basenpaarung 
mit dem 7-Deaza-Adenosin ein. 

Verwendet man 7-Deaza-Adenosin als Quencher-Nukleosid 
am zweiten Stielabschnitt und koppelt den Fluorophor an Thy- 

15 midin oder Uridin, so liegt bei einer Hybridisierung des 

ersten Stielabschnitts mit einem Abschnitt des Nukleinsaure- 
molekuls dem Fluorophor im Doppelstrang ein naturliches, un- 
modif iziertes Adenosin gegeniiber. Dieses laflt die Fluores- 
zenz des Fluorophors im wesentlichen unbeeinf lufit . Daher 

20 kann eine Hybridisierung des ersten Stielabschnitts mit ei- 
nem an den Zielsequenz-Abschnitt angrenzenden Abschnitt des 
Nukleinsauremolekuls zugelassen werden, sofern die Sequenzen 
des ersten Stielabschnitts und des Zielsequenz-Abschnitts 
derart gewahlt werden, daB sich kein Guanosin in der Nahe 

25 des Fluorophors befindet. Durch die Hybridisierung des 

ersten Stielabschnitts an einem Abschnitt des Nukleinsaure- 
molekuls befindet sich das Fluorophor in einer wohldef inier- 
ten Umgebung. Unkontrollierbare Hybridisierungen mit anderen 
Nukleinsauremolekulen in der Losung werden dadurch vermie- 

30 den. 

Guanosin, 7-Deaza-Guanosin und 7-Deaza-Adenosin konnen 
auch gemischt im zweiten Stielabschnitt verwendet werden. 

Eine besonders einfache Synthese des f arbstof fmarkier- 
ten Oligonukleotids kann dann erreicht werden, wenn der er- 
35 ste Stielabschnitt am S'-Ende des Schleif enabschnitts ange- 
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ordnet ist und der Fluorophor terminal am endstandigen Nu- 
kleosid gekoppelt ist. 

Eine weitere vorteilhafte Moglichkeit eroffnet sich, 
wenn der erste Stielabschnitt am 3'-Ende des Schleifen- 
5 abschnitts angeordnet ist/ der Fluorophor terminal am end- 
standigen Nukleosid des ersten Stielabschnitts gekoppelt ist 
und das 5 f -Ende des zweiten Stielabschnitts fur eine Immobi- 
lisierung f unktionalisiert ist. Auf diese Weise konnen die 
Nukleinsauresonden z.B. auf einem DNA-Chip immobilisiert 

10 werden. Letzterer kann eine Hybridisierung durch ein Fluo- 
reszenzsignal anzeigen. 

Das S'-Ende des zweiten Stielabschnitts kann mit einem 
Acrylamid-Moleklil f unktionalisiert werden. Eine solcherart 
funktionalisierte Nukleinsauresonde kann bei der Herstel- 

15 lung eines Polyacrylamidgels durch Copolymerisation immobi- 
lisiert werden. Dies kann an einer bestimmten Position in 
einem Plattengel oder einer Kapillare erfolgen. Eine zu 
untersuchende Probe, die Nukleinsauremolekule mit den linter- 
schiedlichsten Sequenzen enthalten kann, wird dann unter 

20 nicht-denaturierenden Bedingungen im Gel aufgetrennt. Das 
Vorhandensein eines den Zielsequenz-Abschnitt aufweisenden 
Nukleinsauremolekuls zeigt sich durch ein entsprechendes 
Signal an der Position der immobilisierten Nukleinsauresonde 
in Gel. Anschlieftend kann das den Zielsequenz-Abschnitt auf- 

25 weisende Nukleinsauremolekuls z.B. durch Ausschneiden aus 
dem Plattengel gezielt isoliert werden. 

Der Schleifenabschnitt mufl lang genug sein, urn bei Hy- 
bridisierung mit dem Zielsequenz-Abschnitt die Hybridisie- 
rung der beiden Stielabschnitte aufzulosen. Er mufl anderer- 

30 seits aber nur genau so lang sein, dafi eine eindeutige Iden- 
tifizierung des Zielsequenz-Abschnitts gegeben ist. Vorteil- 
hafterweise umfaflt daher der Schleifenabschnitt 8 bis 50 Nu- 
kleoside. 

Die beiden Stielabschnitte mussen mindestens so lang 
35 sein, daft eine zuveriassige Hybridisierung auftreten kann. 
Andererseits sollte die Hybridisierung der beiden Stielab- 
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schnitte jedoch im Falle der Hybridisierung des Schleifenab- 
schnitts mit dem Zielsequenz-Abschnitt aufgelost werden. Die 
Starke der Hybridisierung lalit sich durch die Lange der bei- 
den Stielabschnitte beeinf lussen . Vorteilhaf terweise urnfaflt 
5 daher der erste Stielabschnitt 3 bis 8 Nukleoside und der 
zweite Stielabschnitt mindestens so viele Nukleoside wie der 
erste Stielabschnitt. 

Als Fluorophore eignen sich prinzipiell alle bekannten 
Farbstof fmolekiile, speziell aber Rhodamin- und Phenoxazin- 

10 Farbstoffe. Letztere sind gut koppelbar und photostabil. Ein 
weiterer Vorteil des Einsatzes von Rhodamin- Oder Phenoxa- 
zin-Farbstof f en besteht darin, daft als Anregungslichtquelle 
fur eine Fluoreszenzdetektion kleine und billige Diodenlaser 
eingesetzt werden konnen. 

15 Das erf indungsgemaGe farbstof fmarkierte Oligonukleotid 

kann vorteilhaft zum Markieren eines einen Zielsequenz-Ab- 
schnitt aufweisenden Nukleinsauremolekuls in einer Losung 
verwendet werden, wobei das farbstof fmarkierte Oligonukleo- 
tid mit dem Nukleinsauremolekul hybridisiert . 

20 Das erf indungsgemafie farbstof fmarkierte Oligonukleotid 

ist aufterdem besonders zum Nachweis eines einen Zielsequenz- 
Abschnitt auf weisenden Nukleinsauremolekuls in einer Losung 
geeignet. Dazu wird das Nukleinsauremolekul mit einem erfin- 
dungsgemafien farbstof fmarkierten Oligonukleotid markiert. 

25 Zur Stabilisierung des Doppelstrangs aus Sonde und Nuklein- 
sauremolekul und zur Verbesserung der Loschef f izienz zwi- 
schen Quencher und Fluorophor wird nach der Hybridisierung 
und vor der Aufnahme eines Nachweissignals der pH-Wert der 
Losung auf Werte zwischen 2 und 4 eingestellt. Um zu vermei- 

30 den, da(i sich Intensitatsschwankungen, beispielsweise auf- 
grund von Inhomogenitaten der Losung, auf die MeBergebnisse 
auswirken, kann die Fluoreszenz des Fluorophors derart ange- 
regt und detektiert werden, dali dessen Fluoreszenzabkling- 
verhalten erfafit wird. 

35 Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind in den 

Unteranspruchen gekennzeichnet . 
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Im folgenden wird die Erfindung anhand von Ausfuhrungs- 
beispielen naher erlautert, die in den Figuren scheraatisch 
dargestellt sind. Gleiche Bezugszif f ern in den einzelnen Fi- 
guren bezeichnen dabei gleiche Elemente. Im einzelnen zei- 
5 gen: 

Fig. 1 ein f arbstof fmarkiertes Oligonukleotid, bei dem 
die Stielabschnitte aneinander hybridisiert 
sind; 

Fig. 2 das f arbstof fmarkierte Oligonukleotid gemafi Fig. 
0 1, wobei der Schleif enabschnitt an einem Nu- 

kleinsauremolekiil hybridisiert ist; 
Fig. 3 ein zweites Ausf uhrungsbeispiel eines f arbstof f- 
markierten Oligonukleotids,. bei dem die Stielab- 
schnitte aneinander hybridisiert sind; 
Fig. 4 das f arbstof fmarkierte Oligonukleotid gemali Fig. 
3, wobei der Schleif enabschnitt an einem Nu- 
kleinsauremolekul hybridisiert ist; und 
Fig. 5 ein .drittes Ausf uhrungsbeispiel eines farbstoff- 
markierten Oligonukleotids, bei dem die Stielab- 
schnitte aneinander hybridisiert sind; 
Fig. 6 das f arbstof fmarkierte Oligonukleotid gemali Fig. 
5, wobei der Schleif enabschnitt an einem Nu- 
kleinsauremolekul hybridisiert ist; und 
Fig. 7 eine schematische Darstellung der moglichen Zu- 
standsanderungen beim photoinduzierten Elektro- 
nentransfer. 

In den Figuren bezeichnen die Buchstaben A, C, G und T 
die Nukleoside Adenosin, Cytidin, Guanosin und Thymidin. 

Im folgenden sei der photoinduzierte Elektronentransf er 
anhand von Fig. 7 kurz erlautert. Dargestellt ist die Fluo- 
reszenzloschung eines angeregten Farbstof f-Molekuls F* durch 
eine Nukleosid N. Die schwarzen Kreise reprasentieren Elek- 
tronen. Es sind jeweils das HOtMO (highest occupied molecular 
orbital) und das LUMO (lowest unoccupied molecular orbital) 
eingezeichnet . Das HOMO ist das energetisch hochste, im 
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elektronischen Grundzustand besetzte Molekulorbital. Das 
LUMO ist das energetisch niedrigste, im elektronischen 
Grundzustand unbesetzte Molekulorbital; es ist i.d.R. das 
Molekulorbital/ das im ersten angeregten Zustand besetzt 
5 wird. 

Prinzipiell gibt es zwei Moglichkeiten der Fluoreszenz- 
loschung durch photoinduzierten Elektronentransf er . Im in 
Fig. 7 links dargestellten Fall wirkt das Nukleosid N als 
Elektronenspender (Donor) . Nach Anregung des Fluorophors F* 

10 geht ein Elektron vom doppelt besetzten HOMO des Nukleosids 
zum nun einfach besetzen HOMO des Fluorophors F* tiber (1) . 
Es kommt zu einer Reduktion des angeregten Fluorophors F* 
durch das Nukleosid N. Das Elektron im LUMO des Fluorophors 
kann anschlie&end zum nun einfach besetzten HOMO des Nukleo- 

15 sid N ubergehen (2) . Dieser Fall tritt zwischen Guanosin und 
Rhodamin-Molekulen auf. 

Im in Fig. 7 rechts dargestellten Fall wirkt das 
Nukleosid N als Elektronenakzeptor (Akzeptor) . Aus dem ein- 
fach besetzten LUMO des angeregten Fluorophors F* geht das 

20 dort befindliche Elektron zum unbesetzten LUMO des Nukleo- 
sids N iiber (3) . Es kommt zu einer Oxidation des angeregten 
Fluorophors F* durch das Nukleosid N. Das Elektron im LUMO 
des Nukleosids kann anschlieftend zum HOMO des Fluorophors 
zuruckkehren (4). 

25 In beiden Fallen kann das Elektron nach dem Elektronen- 

transfer nicht mehr aus dem LUMO des angeregten Fluorophors 
F* durch Aussenden eines Photons in das HOMO zuruckkehren. 
Der erste angeregte Zustand wurde strahlungslos deaktiviert. 
Die Fluoreszenz ist geloscht. 

30 Fig. 1 zeigt ein Oligonukleotid 10, an dessen einem En- 

de ein Fluorophor 12 gekoppelt ist. Das Oligonukleotid 10 
besteht aus einem ersten Stielabschnitt 14, einem zweiten 
Stielabschnitt 16 und einem Schleif enabschnitt 18. Die Se- 
quenz des ersten Stielabschnitts 14 besteht aus 6 Nukleosi- 

35 den, die alle Cytidine sind. Die Sequenz des zweiten 
Stielabschnitts 16 besteht aus mindestens 6 Guanosinen. 
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Dadurch . konnen der erste Stielabschnitt 14 und der zweite 
Stielabschnitt 16 aneinander hybridisieren und das Oligo- 
nukleotid 10 in eine Stiel-Schleif en-Struktur falten. Die 
genaue Lange des zweiten Stielabschnitts ist unerheblich, 
5 sofern er mindestens so viele Nukleoside aufweist, wie der. 
erste Stielabschnitt. 

Im folgenden wird auf Fig. 2 Bezug genommen. Die Se- 
quenz des Schleif enabschnitts 18 ist derart gewahlt, daft das 
Oligonukleotid 10 als Sonde fur ein spezifisches Nukleinsau- 

10 remolekul 20 dienen kann. In der Regel ist die Schleifense- 
quenz komplementar zur Sequenz eines Zielabschnitts des Nu- 
kleinsauremolekiils 20. Werden das Oligonukleotid 10 und das 
Nukleinsauremolekul 20 zusammen in eine Losung gegeben, so 
hybridisiert der Schleif enabschnitt 18 am Zielsequenz-Ab- 

15 schnitt des NukleinsauremolekUls 20. Dadurch lost sich die 
Hybridisierung zwischen den beiden Stielabschnitten 14, 16. 
Inf olgedessen vergroBert sich der Abstand zwischen dem Fluo- 
rophor 12 und den Guanosinen des zweiten Stielabschnitts 16. 
Letztere wirken nicht mehr f luoreszenzloschend auf den Fluo- 

20 rophor 12, dessen Fluoreszenz somit beobachtet werden kann. 
Ein Anstieg der Fluoreszenz des Fluorophors 12 erlaubt daher 
qualitative und quantitative Aussagen liber das Vorliegen des 
NukleinsauremolekUls 20 . 

Der Zielsequenz-Abschnitt auf dem Nukleinsauremolekul 

25 20 wird bei diesem Ausf uhrungsbeispiel derart gewahlt, daB 
der erste Stielabschnitt 14 bei Hybridisierung des Schlei- 
f enabschnitts 18 nicht mit dem Nukleinsauremolekul 20 hybri- 
disiert. Dadurch wird die Nahe zu irgendwelchen Guanosinen 
auf diesem Abschnitt des Nukleinsauremolekuls 20 prinzipiell 

30 vermieden. In Fig. 2 erkennt man jedoch, daft der zweite 

Stielabschnitt 16 beispielsweise teilweise auf dem Nuklein- 
sauremolekul hybridisieren kann. 

Im folgenden wird auf Fig. 3 Bezug genommen. Fig. 3 
zeigt ein zweites Ausf uhrungsbeispiel eines f arbstof fmar- 

35 kierten Oligonukleotids 10, das im wesentlichen mit dem Oli- 
gonukleotid gemafi Fig. 1 ubereinstimmt . Das Oligonukleotid 
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gemaft Fig. 3 weist jedoch im ersten Stielabschnitt 14 als 
fQnftes Nukleosid - gezahlt vom Ende her - ein Thymidin auf. 
Der zweite Stielabschnitt weist als neuntes Nukleosid - 
ebenfalls vom Ende her gezahlt - ein Adenosin auf. Im hybri- 
disierten Doppelstrang kommt es zwischen dem Adenosin und 
dem Thymidin zur Basenpaarung . Die Cytidine und Guanosine 
konnen dann nicht gegeneinander versetzt hybridisieren. 
Dadurch ist gewahrleistet , daft an einem Ende ein Guanosin- 
Oberstand resultiert, der die Loschung des Fluorophors 
begunstigt . 

Fig. 4 zeigt das Oligonukleotid 10 gemaft Fig. 3 an 
einem Nukleinsauremolekul 20 hybridisiert , das einen Ziel- 
sequenz-Abschnitt auf weist, dessen Sequenz komplementar zur 
Schleif ensequenz ist . 

Im folgenden wird auf Fig. 5 Bezug genommen. Fig. 5 
zeigt ein zweites Ausf uhrungsbeispiel eines farbstof fmar- 
kierten Oligonukleotids 22 mit einem ersten Stielabschnitt 
24 und einem zweiten Stielabschnitt 26. Der zweite Stielab- 
schnitt 26 weist genau 6 Nukleoside auf, von denen das end- 
standige Nukleosid ein modif iziertes Adenosin ist, genauer 
gesagt 7-Deaza-Adenosin . Dies ist in den Fig. 5 und 6 mit A' 
bezeichnet. Entsprechend befindet sich an der im hybridi- 
sierten Zustand der beiden Stielabschnitte 24, 26 dem 7- 
Deaza-Adenosin gegenuberliegenden Stelle des ersten Stielab- 
schnitts 24 ein Thymidin. An das Thymidin ist der Fluorophor 
12 gekoppelt. 

Fig. 6 zeigt das Nukleinsauremolekul 20 gemali Fig. 2, 
an welches das als Sonde dienende farbstof fmarkierte * Oligo-^ 
nukleotid 22 gemafl Fig. 5 hybridisiert ist. Die Fig. 2 und 6 
unterscheiden sich nur dahingehend, daft die Stielabschnitte 
14, 16 bzw. 24, 26 unterschiedliche Sequenzen aufweisen. Der 
erste Stielabschnitt 24 . hat in den Fig. 5 und 6 eine Se- 
quenz, die eine Hybridisierung des ersten Stielabschnitts 24 
mit einem an den Zielsequenz-Abschnitt angrenzenden Ab- 
schnitt des Nukleinsauremolekuls 20 ermoglicht. 
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Der Zielsequenz-Abschnitt und die zugehorige Sequenz 
des Oligonukleotids 22 konnen in der folgenden Weise be- 
st immt werden: 

a) Auf dem Nukleinsauremolekul 20 wird ein Adenosin ge- 
5 sucht, bei dem sich unter den jeweils 4, links und rechts 

benachbarten Nukleosiden weder Cytidin noch Guanosin befin- . 
det . 

b) In Verlangerung dieses Adenosins z.B. in 5'-Richtung 
des Nukleinsauremolekuls 20 urn mindestens 9 Nukleoside wird 

10 eine Sequenz gesucht, die das Nukleinsauremolekul 20 eindeu- 
tig kennzeichnet . 

c) Die Oligonukleotidsequenz 22 wird zu dieser Sequenz 
komplementar gebildet. Dabei bilden die ersten 3 bis 6 Nu- 
kleoside am S'-Ende der Oligonukleotidsequenz die erste 

15 Stielsequenz 24. 

d) Die zweite Stielsequenz 26 v/ird auf die folgende 
Weise gewonnen: Es wird gepruft, ob es am 3'-Ende der Oligo- 
nukleotidsequenz 

da) 3 bis 6 intramolekular ausschlieBlich zur er- 
20 sten Stielsequenz komplementare Nukleoside gibt, und ob 

db) das 3'-terminale Nukleosid Adenosin ist. 
1st dies der Fall, so bilden diese 6 Nukleoside die 

zweite Stielsequenz 26. 

Ist dies nicht der Fall, so wird die Oligonukleotidse- 

25 quenz urn 3 bis 6 Nukleoside derart verlangert, dafi sich 3 
bis 6 intramolekular ausschlietilich zur ersten Stielsequenz 
komplementare Nukleoside mit 3' -terminaiem Adenosin ergeben. 
(Sollte dies nicht moglich sein, da sich z.B. die Sequenz 
des ersten Stielabschnitts innerhalb der Zielsequenz wieder- 

30 holt, mufi ein anderes Adenosin gemafi Schritt a) gesucht wer- 
den.) 

Das 3'-terminale Adenosin wird bei der Synthese des 
Oligonukleotids durch 7-Deaza-Adenosin ersetzt. 

(Die minimale Zahl von 9 Nukleosiden in Schritt b) er- 
35 gibt sich aus der minimalen Lange der Oligonukleotidsequenz 
bestehend aus 3 Nukleosiden fur die beiden Stielsequenzen 
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24, 26 und mindestens 4 Nukleosiden fur den Faltungsab- 
schnitt des Oligonukleotids . ) 

Man sieht an diesem Beispiel, daft sich die Schleifen- 
und Stielabschnitte auch iiberlappen konnen, und daft das 
5 f arbstof fmarkierte Oligonukleotid 22 auch vollstSndig auf 
dem Nukleinsauremolekul 20 hybridisieren kann. 

Prinzipiell kann der Farbstoff sowohl an das 3 1 -Ende 
als auch an das 5 1 -Ende des Oligonukleotids gekoppelt wer- 
den. Hierzu stehen die folgenden Moglichkeiten zur Verfu- 
10 gung: 

(a) bekannte Modif ikation eines Endes des Oligonukleo- 
tids mit einer Aminf unktion, z.B. durch einen C6-Amino- 
linker, und anschlieflende Ankopplung des Farbstoffs an das 
modif izierte Ende uber eine aktivierte Carboxylf unktion. 
15 (b) synthetischer Einbau eines aminomodif izierten 

Nukleotids beim Aufbau des Oligonukleotids, z.B. in einem 
Synthesizer, und anschlieftende Ankopplung des Farbstoffs an 
das aminomodif izierte Nukleotid uber eine aktivierte Car- 
boxylf unktion . 

20 (c) synthetischer Einbau des Farbstoffs als Phosphor- 

amidit wahrend der Oligonukleotid-Synthese . 

Zur Optimierung der Loschef lizienz muft einerseits der 
durch die Hybridisierung gebildete Doppelstrang mdglichst 
stabil sein. Dies wird in bekannter Weise durch Einstellen 

25 geeigneter Salzkonzentrationen erreicht. Andererseits kann 
aber auch der pH-Wert einen drastischen EinflufJ auf die 
Loschef fizienz haben, etwa bei Verwendung eines Rhodamin- 
Farbstoffs, der eine freie Carboxylgruppe tragt,, z.B. Tetra- 
methylrhodamin. Durch die Protonierung der freien Carboxyl- 

30 funktion im sauren Medium wird die Abstoftung zwischen dem 
Farbstoff und den Phosphatgruppen der Nukleotide verringert. 
Letzteres fuhrt zu einem geringeren Abstand zwischen Farb- 
stoff und Nukleotiden bzw. Nukleosiden und damit zu einer 
starkeren Fluoreszenzloschung . Bei Verwendung geeigneter 

35 Farbstoffe wird daher der pH-Wert vor Aufnahme eines Nach- 
weissignals auf ca. 3 eingestellt. 
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Zum Nachweis des Nukleinsauremolekuls wird die Fluores- 
zenz des Fluorophors vorzugsweise mit zeitkorreliertem Ein- 
zelphotonenzahlen nachgewiesen (D.V. O'Connor und D. Phil- 
lips, "Time-correlated single photon counting", Adacemic 
5 Press, London, 1984). Neben der besonders hohen Empf indlich- 
keit bietet diese spektroskopische Technik den Vorteil, daft 
mit ihrer Hilfe das Fluoreszenzabklingverhalten des Fluoro- 
phors 12 beobachtet werden kann. Dieses hat sich als verlaft- 
licheres Kriterium zum Nachweis der Fluoreszenz des Fluoro- 

10 phors 12 und damit des Nukleinsauremolekuls 20 erwiesen als 
eine einfache Intensitatsmessung . Intensitatsschwankungen , 
beispielsweise aufgrund von Inhomogenitaten der Losung, w±r- 
ken sich dadurch nicht auf die Meftergebnisse aus. 

Im Rahmen der Erfindung sind zahlreiche Abwandlungen und 

15 Weiterbildungen der beschriebenen Ausf iihrungsbeispiele ver- 
wirklichbar. So mufi beispielsweise der Fluorophor 12 nicht 
unmittelbar an demjenigen Nukleosid gekoppelt sein, das dem 
Quencher-Nukleosid im hybridisierten Zustand gegenuberliegt . 
Der Abstand zum erstgenannten Nukleosid mufi nur hinreichend 

20 klein sein, urn eine brauchbare Fluoreszenzloschung durch das 
Quencher-Nukleosid hervorzuruf en . Auch mussen der Schleifen- 
abschnitt 18 und die Stielabschnitte 14, 16, 24, 26 nicht 
unmittelbar aneinander grenzen. Sie konnen durch weitere, 
kurze Sequenzabschnitte voneinander getrennt sein. Die Se— 

25 quenz des Zielabschnitts und damit die komplementare Sequenz 
des Schleif enabschnitts 18 sind prinzipiell beliebig. Aufter- 
dem kann das Nukleinsauremolekul 20 ausschlieBlich aus dem 
Zielsequenz-Abschnitt bestehen. 
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Patentanspruche 

1. Farbstof fmarkiertes Oligonukleotid zum Markieren 
eines einen Zielsequenz-Abschnitt aufweisenden Nukleinsaure- 
5 molekiils, wobei das farbstof fmarkierte Oligonukleotid fol- 
gende Komponenten aufweist: 

- einen Schleif enabschnitt, der eine zur Zielsequenz im 
wesentlichen komplementare Schleif ensequenz aufweist; 

- einen an einem Ende des Schleif enabschnitts angeordne- 
10 ten ersten Stielabschnitt mit raindestens drei Nukleosiden; 

- einen am anderen Ende des Schleif enabschnitts angeord- 
neten zweiten Stielabschnitt mit mindestens drei Nukleo- 
siden, wobei die beiden Stielabschnitte aneinander hybridi- 
sieren konnen; und 

15 - einen Fluorophor, der an einer Position des ersten 

Stielabschnitts gebunden ist; 

dadurch gekennzeichnet, 

dali der zweite Stielabschnitt mindestens ein Quencher- 
Nukleosid aufweist, welches die Fluoreszenz des Fluorophors 
20 bei hinreichender raumlicher Nahe zwischen Fluorophor und 

Quencher-Nukleosid durch photoinduzierten Elektronentransf er 
loscht; 

wobei die Sequenz des ersten Stielabschnitts und die 
Position des Fluorophors derart gewahlt sind, 

25 dafi im hybridisierten Zustand der beiden Stiel- 

abschnitte eine ftir eine Fluoreszenzloschung hinreichende 
raumliche Nahe zwischen dem Fluorophor und dem Quencher- 
Nukleosid vorliegt, und 

dafi bei Hybridisierung des Schleif enabschnitts mit 

30 dem Zielsequenz-Abschnitt und Auflosung der Hybridisierung 
der Stielabschnitte keine Fluoreszenzloschung des Fluoro- 
phors auftritt* 

2* Farbstof fmarkiertes Oligonukleotid nach Anspruch 1, 
35 dadurch gekennzeichnet, dafi mindestens ein Quencher-Nukleo- 
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sid Guanosin oder 7-Deaza-Guanosin oder 7-Deaza-Adenosin 
ist. 

3. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach Anspruch 1 
oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi der erste Stielabschnitt 
derart gewahlt ist, dafi bei Hybridisierung des Schleifen- 
abschnitts mit dem Zielsequenz-Abschnitt des Nukleinsaure- 
molekuls auch der erste Stielabschnitt mit einem Abschnitt 
des Nukleinsauremolekiils hybridisiert . 

4. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach einem der 
Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 

dafi der erste Stielabschnitt am 5'-Ende des Schleifen- 
abschnitts angeordnet ist; und 

dali der Fluorophor terminal am endstandigen Nukleosid 
des ersten Stielabschnitts gekoppelt ist. 



20 



5. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach einem der 
Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 

daB der erste Stielabschnitt am 3'-Ende des Schleifen- 
abschnitts angeordnet ist; 

dafi der Fluorophor terminal am endstandigen Nukleosid 
des ersten Stielabschnitts gekoppelt ist; und 

dad das 5'-Ende des zweiten Stielabschnitts fur eine 
25 Immobilisierung f unktionalisiert ist. 

6. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach Anspruch 5 
dadurch gekennzeichnet, da* das 5'-Ende des zweiten Stiel- 
abschnitts mit einem Acrylamid-Kolekul f unktionalisiert ist. 

7. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach einem der 
Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi der Schlei- 
fenabschnitt 8 bis 50 Nukleoside umfafit. 
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8. Farbstof fmarkiertes Oligonukleotid nach einem. der 
Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet , daft der erste 
Stielabschnitt maximal 8 Nukleoside umfafit. 

5 9- Farbstof fmarkiertes Oligonukleotid nach einem der 

Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daft der Fluoro- 
phor ein Rhodamin- oder Phenoxazin-Farbstof fmolekul auf- 
weist . 

10 10. Verwendung des farbstof fmarkierten Oligonukleotids 

nach einem der Anspruche 1 bis 9 zum Markieren eines einen 
Zielsequenz-Abschnitt aufweisenden Nukleinsauremolekuls in 
einer Losung, wobei das farbstof fmarkierte Oligonukleotid 
mit dem Nukleinsauremolekiil hybridisiert . 

15 

11. Verfahren zum Nachweisen eines einen Zielsequenz- 
Abschnitt aufweisenden Nukleinsauremolekuls in einer Losung, 

wobei zum Markieren des Nukleinsauremolekuls das Verfah- 
ren nach Anspruch 10 ausgefuhrt wird; und 
20 wobei nach der Hybridisierung und vor der Aufnahme eines 

Nachweissignals der.pH-Wert der Losung auf Werte zwischen 2 
und 4 eingestellt wird. 

12. Verfahren zum Nachweisen eines einen Zielsequenz- 

25 Abschnitt aufweisenden Nukleinsauremolekuls in einer Losung, 
wobei zum Markieren des Nukleinsauremolekuls das Verfah- 
ren nach Anspruch 10 ausgefuhrt wird; und 

wobei danach die Fluoreszenz des Fluorophors derart 
angeregt und detektiert wird, daft dessen Fluoreszenzabkli rig- 
30 verhalten erfaftt wird. 
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